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Bestimmung von P ptidmotiven auf MHC-Molekiilen 
Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Vcrfahren zur Bestim- 
mung von Peptidmotiven bzw. -epitopen auf Molekiilen des Major 
Histocompatibility Complex (MHC) sowie die dadurch bestimmten 
Peptidmotive und ihre Verwendung zur Herotellung eines dia- 
gnostischen oder therapeutischen Mittels. 

Die cytotoxiechen T-Lymphozyten (CTL) erkennen antigene Pep- 
tidepitope in Verbindung mit MHC-kodierten MolekUlen. Dieses 
Phanomen wird als MHC-Restriktion bezeichnet (1-5). Die Kri- 
etallographie von menschlichen MHC Klasse I-Molekiilen, HLA-2 
und Aw68, ergab einen Spalt, der durch die al- und o2-Domanen 
der schweren Ketten gebildet wird (3,6). Man nimmt an, daQ 
dieser Spalt die Bindestelle fiir antigene Peptidepitope ist, 
da beide Kristalle Strukturen von PeptidgroSe enthielten, die 
nicht mit MHC-Sequenzen kompatibel waren und sich an diesem 
Spalt bef andeh ( 6 ) . 

Es wird angenommen, daB diese Peptide von intrazellularen 
Proteinen stammen und an der Zelloberf lache prasentiert wer- 
den, urn den cytotoxischen T-Lymphozyten zu erlauben, die 
Zellen auf abnormale Bigenschaften zu testen. Es wurden be- 
reits MHC-assoziierte Peptide, die T-Zellepitope reprasentie- 
ren, aus normalen oder virusinfizierten Zellen extrahiert / 
(2,4,5,7,8). Auf entsprechende Weise kSnnen auch Antigene , / 
die durch die MHC Klasse II restringierten T-Zellen erkannt 
werden, durch kilns tliche Peptide nachgeahmt werden (9), und 
MHC-assoziierte antigene Peptide wurden von MHC Klasse II- 
Moleklilen eluiert (10). Aufgrund ihrer Position in der Mitte 
von trimolekularen .Komplexen, die aus T-Zellrezeptor , Peptid 
und MHC-Molekttl bestehen (11), sind di T-Zellepitope in 
zentraler Punkt d s sp zifischen Immunsystems und somit be- 
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steht ein groSes Bediirfnis nach dem Verstandnis der Ges tz- 
,„a8igkeiten ihres Auftretens sowic nach einem Bestimmungsver- 
fahren (12-15). 

Die erfindungsgemSBe Aufgabe vird gelBst durch ein Verfahren 
rur Bestimmung von allelspezifischen Peptidmotiven auf Mole- 
kiilen des Major Histocompatibility Complex (MHC) der Xlassen 
I oder II , welches dadurch gekennzeichnet ist, daS man 

(a) durch Aufschlufl von Zellen, die MHC-Molekiile enthalten, 
einen Zellextrakt erzeugt, 

(b) MHC-Molekiile mit den darauf befindlichen Peptidmischun- 
gen durch Immunprazipitation aus dem Zellextrakt ab- 
trennt, 

(c) die Peptidmischungen von MHC-Molekttlen und sonstxgen 
Proteinbestandteilen abtrennt, 

(d) einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon seguenziert, 

und 

( e) aus den erhaltenen Inf ormationen , insbesondere aus der 
Sequenzierung eines Gemisches, oder aus der Seguenzie- 
rung einer Reihe von Einzelpeptiden, das allelspezo.fi- 
sche Peptidmotiv ableitet. 

Durch das erfindungsgemaSe Verfahren werden Peptidmotive 
bestimmt, welche die GesetzmSBigkeiten beinhalten, nach denen 
MHC-Molekiile Peptide auswahlen und prasentieren. 

Das erfindungsgemSBe Verfahren kann eowohl mit MHC-Molekiilen 
der Klaase I als auch mit MHC-Molekiilen der Xlasse II durch- 
gefflhrt werden, wobei MHC-Molekiile der Klasse I bevorzugt 
,ind. Besonders bevorzugt sind H-2K--, H-K»-, H— 2D b — H-2K' , 
H-2K"' Oder HLA-A*0201 oder A*0205-Molekiile. 

Bei der immunprazipitation der MHC-Molekiil durch das erfin- 
dungsg maSe Verfahren w rden giinstigerw is Antikorper ver- 
vendet, die fur die jeweils g wiinschten MHC-Mol kiil epezx- 



WO 92/21033 



PCT/EP92/01072 



- 3 - 



fisch sind. Zur rfiridungsgem&B n V rwendung bevorzugte MHC- 
Klasse I-Molekiile schlieSen die Molekule Al f A2, A3, A9, A10, 
All, A28, A29, Awl9, B5, B7, BB, B12 bis B18, B21, B35 und 
B37 nit ein, Bind jedoch nicht darauf beschrankt. Bevorzugte 
MHC-Xlasse II-Molekttle zur erf indungsgem&Ben Verwendung 
schlieSen die Molekiile DRl, DR2, DR3, DR4, DR5, DRw6, DR7, 
Dwl, Dw2 und Dw3 mit ein, sind jedoch nicht darauf be- 
schrankt. Eur Bestijnmung von B-2K«- oder H-2D" -Molekttlen 
werden beispielsweise K d -spezif ische Antikorper (25) oder D*- 
spezifische AntikSrper (26) verwendet. Vorzugsweise verwendet 
man monoklonale Antikorper, es ist jedoch auch die Verwendung 
eines entsprechend gereinigten polyklonalen Antiserums mog- 
lich. Antikorper, die erfindungsgemSB verwendet werden kon- 
nen, kBnnen mittels dem Fachmann gut bekannten Standardtech- 
niken de novo hergestellt werden. Beispiele von Antik5rpem, 
die in der Erfindung verwendet werden konnen, schlieSen alle 
Antikorper gegen HLA-Antigene , die in dem "Catalogue of Cell 
Lines and Hydridomas" des ATCC (American Type Culture 
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852) er- 
wahnt sind, mit ein, ohne sich jedoch darauf zu beschranken. 
Bevorzugte Beispiele (in der ATCC-Nomenklatur ) echlieBen 
HB82, 117, 166, 54, 122, 164, 95, 120, 116, 118, 94, 152, 
178, 56, 115, 157, 119, 59, 105, 165, 144, 180, 103, 110, 
109, 151 und 104 mit ein. Alle in dem Katalog erwahnten Anti- 
korper gegen Maus-H-2-Antigene konnen ebenso in der Erfindung 
verwendet werden. Besonders bevorzugt erfolgt die Immunprazi- 
pitation durch Festphasen-gebundene AntikSrper. Festphasen- 
gebundene AntikSrper lessen sich auf eine dem Fachmann be- 
kannte Weise herstellen, z.B. durch Kopplung des Antikorpers 
an Bromcyan-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia LKB). Andere 
Beispiele von Festphasen, an die Antikorper zur erfindungsge- 
maBen Verwendung gebunden werden konnen, schlieSen Agarose, 
Cellulose, S phad x, Prot in-A-S pharose und Protein-G-Sepha- 
rose mit ein, ohne sich darauf zu b schranken. Das bevorzugte 
Verfahren der Immunprazipitation stellt Adsorptions-chromato- 
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graphie mittels Antikorp r, die an aus Cyanogenbromid-akti- 
vierter Sepharose 4B (siehe Beispiel 1) hergestellten 
Kiigelchen gckuppelt sind, dar. 

Die Abtrennung der zu bestimmenden Peptidmischungen von MHC- 
Molekulen und sonstigen Proteinbestandteilen erfolgt giinsti- 
gerweise durch ein chromatographisches Verfahren, vorzugswei- 
ae fiber Reversed Phase-HPLC. Dabei hat es aich als gfinstig 
erwiesen, daB die Abtrennung in einem Trif lucres sigsaure/H 2 O- 
Trifluoressigsaure/Acetonitril-Gradienten erfolgt. Andere 
Verfahren, die erfindungsgemaS zur Abtrennung von Peptidmi- 
schungen von MHC-Molekfilen verwendet werden konnen, schlieBen 
Ionenaustausch, Gelfiltration, Elektrof okussierung, High 
Performance Capillar Elektrophorese (HPCE) und Gelelektropho- 
rese mit ein f sind jedoch nicht darauf besch&nkt. Ein anderes 
Mittel zur Durchffihrung der Trennung stellt Ultrafiltration 
dar, wobei eine Membran mit einer Penneabilitat von 3000 oder 
5000 oder 10000 Da verwendet wird. Bevorzugt wird die Tren- 
nung mittels HPLC durchgeftihrt. 

Bei der chromatographischen Auftrennung der Peptidgemische 
kann man in manchen Fallen eine einzige Peptidspezies isolie- 
ren. Somit besteht Schritt (d) des erf indungsgemHBen Verfah- 
rens entweder in der Sequenzierung eines Peptidgemisches, 
wodurch eine Konsensusseguenz fiir die auf dem jeweiligen MHC- 
Molekiil befindlichen Peptidmotive bestimmt werden kann, 
oder /und in der Sequenzierung eines definierten Peptids. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Bestimmung von Peptidmotiven 
konnen normale Zellen, Tumorzellen, als auch durch Viren oder 
sonstige Erreger infizierte Zellen sowie in vitro kultivierte 
Zellen des Menschen oder von Tieren verwendet werden. Normale 
Zellen, die in d r Erfindung v rwendet w rden konnen, 
schlieBen frische Zellen, wie z . B . periphere Blutlymphozyten, 
Zellen der Milz, der Lunge, des Thymus oder Zellen von einem 
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anderen Gew be, das MHC-Molekul xprimiert mit ein, sind 
jedoch nicht darauf beechriLnkt. In der Erfindun^ verwendete 
Tumorzellinien schlieBen die Tumorzellen EL4 und P815 mit 
ein, sind jedoch ebenfalls nicht darauf beschrankt. Virusin- 
fizierte Zellen, die in der Erfindung verwendet werden 
konnen, schlieSen, ohne darauf beschrSnkt zu sein, JY-Zellen, 
die durch den Epetein-Barr-Virus trans formierte menschliche 
B-Zellen sind, mit ein. Die durch das erf indungsgem&Se Ver- 
fahren bestimmten Peptidmotive entsprechen dem folgenden 
Grundprinzip: 

a) Sie weisen eine allelspezif ische Peptidlange von 8, 9, 
10 oder II Aminosauren bei MHC-Klasse I-Molekiilen sowie 
von 8 bis 15 Aminosauren bei MHC-Klasse II Molekiilen 
auf , 

b) sie besitzen zwei Ankerpositionen (die Bezeichnung "An- 
kerposition" wird verwendet, venn eine Position ein 
starkes Signal fur einen einzigen Aminosaurerest zeigt 
oder wenn eine Position durch einige wenige Aminosaure- 
reste mit sehr nahe verwandten Seitenketten besetzt 
wird), wovon sich eine Ankerposition immer am C-termina- 
len Ende befindet und haufig aliphatisch ist, und 

* 

c) die Peptide werden natiirlicherweise auf MHC-Molekiilen 
von nonnalen, virusinfizierten, anderweitig infizierten 
oder mit Genen transfi^ierten oder mit Antigen beladenen 
Zellen prasentiert. 

Die Seguenzierung der Selbstpeptidgemische aus den MHC-Klasse 
I-Molekulen H2K d , H2K b , B2D b und HLA-A2 zeigt ein jeweils 
unterschiedliches allelspezif isches Peptidmotiv, das von 
jedem der Klasse I-Molekiile prasentiert wird. Die von K d , D* 
und A2 prSsentierten Peptide sind Nonamere, .wiihrend die K b - 
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prasentierten Peptide Octamere sind, wobei dxe korrespondxe- 
renden Peptidmotive zwei Ankerpositionen nthalten, dxe durch 
einen einzigen Amino saurerest oder durch einen aus exner 
geringen Anzahl von Aminosaureresten mit nahe verwandten 
Seitenketten besetzt sind. Diese Ankerpositionen befxnden 
sich bei den unterschiedlichen Motiven nicht an dereelben 
Stelle, aie kSnnen etwa an Position 5 und 9 <D> ) oder 2 und 8 

A2) Oder 5 und 8 (K> ) sein. Die C-terminalen Ankerreste 
aller Motive sind hydrophobe Aminosauren. Die nicht an Anker- 
positionen befindlichen Aminosaurereste kSnnen zxemlxch va- 
riabel sein, einige jedoch werden vorzugsweise durch bestimm- 
te Aminosauren besetzt, beispielsweise findet man haufxg Pro 
an Position 4 des K«-«otivs, Tyr an Position 3 des K>-Motivs 
und hydrophobe Reste herrschen an den Positionen 3 des D>- 
Motivs und 6 des A2 Motivs vor. Filr H-2L< war ein Ankerrest 
Prolin an Position 2. 

Die durch das erf indungsgemaBe Verfahren gewonnenen Ergebnis- 
se entsprechen sehr gut der Struktur des kristallographxsch 
oefundenen Spalts bei MHC-Klasse I-Molekiilen (3,6). Unter- 
schiedliche MHC-Klasse I-Allele unterscheiden sich an dxesem 
Spalt durch das Vorhandensein unterschiedlicher Taschen, was 
vermutlich darauf zuriickzufiihren ist, daS die Taschen 3 ewexls 
unterschiedliche Aminosauren aufnehmen k5nnen. Daher stellen 
die allelspezifischen Taschen in den MHC-Kristallen und dxe 
Seitenketten der allelspezifischen Ankerreste verautlxch 
komplementare Strukturen dar. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist die 
Verwendung der erfindungsgemSflen Peptidmotive bei einem Ver- 
fahren zur Herstellung eines diagnostischen oder therapeu- 
tischen Mittels. Ein mogliches Anwendungsgebiet der Peptidmo- 
tive ist der diagnostische Nachweis von KHC-Molekiilen . Da dxe 
MHC-Molekul durch ihre individuelle spezifische Bindung von 
Peptiden charakterisiert sind, kann in Bindungsnachwexs uber 
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Peptide ein r Markierungsgruppe rfolgen, wobei als Markie- 
rungsgruppe beispielsweise eine Biotin- oder eine Fluores- 
zenzgruppe an das Peptid gekoppelt wird. Andere dera Fachmann 
bekannte Markierungen kSnnen ebenso in der Erfindung verwen- 
det werden. Diese Markierungen schlieBen, ohne sich darauf zu 
beschranken, radioaktive Markierungen wie z.B. an Thyrosinre- 
ste von Peptiden gebundenes oder oder S H oder 1 «C 

(beide wahrend deren Synthase in die Peptide eingebaut) nit 
ein. Bindung der Markierungen an die Peptide kann nach dem 
Fachmann gut bekannten Verfahren erreicht werden. Die Markie- 
rung erfolgt vorzugsweise an Nicht-Ankerpositionen. Die auf 
solche Weise gefundenen Korrelationen zwisehen dem Auftreten 
von Autoiimnunkrankheiten und der Expression von MHC-Molekulen 
mit krankheitsspezifiachen Peptidmotiven konnen diagnostisch 
verwertet werden. Beispiele von in vitro diagnostischen Ver- 
wendungen der erfindungsgem&Sen Peptidseguenzen schlieflen, 
ohne sich darauf zu beschranken, Messung der Bindungsspezifi- 
tat von MHC-MolekUlen, Korrelierung der Bindungsspezifitat 
von MHC-Molekulen mit Krankheiten, und Bestimmung der Sequenz 
von T-Zellepitopen unbekannten Ursprungs durch Inkubieren 
geeigneter Zellen, die die interessierenden MHC-Molektile 
exprimieren mit HPLC-Fraktionen einer Pept id-Bank (Mischung 
von Peptiden, die in das untersuchte Motiv passen) und Be- 
stimmung der durch die T-Zelle erkannten Peptide , gefolgt von 
chromatographischem Vergleich des natiirlichen T-Zellepitops 
mit dem als T-Zellepitop erkannten synthetischen Peptid 
(Nature 348: 252-254 (1990)) mit ein. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung iet die Verwendung der 
erf indungsgemaSen Peptidmotive bei einem Verfahren zur Her- 
stellung eines Arzneimittels zur Therapie von Storungen des 
Immunsystems oder von Tumorerkrankungen . Insbesondere konnen 
die erfindungsgemaBen P ptidmotive fiir di Intervention bei 
Autoiimnunkrankheiten (Prophylaxe und Therapie ) , beispielswei- 
se durch Blocki rung bestimmt r MHC-Mol kiile sowie durch die 
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verwe . ^crsus-Host-Reaktionen auf ena- 

plantatabstoBungen und Graft-versus Ho 

i Me weise mBglich. Perner konnen dae erfxnaungsgem 

tHe fur L Induktion oder die Verstarkung b». — hrun g 

gegen Tu-orzelXen gerichtaten T-SeXlen in 

^en TuLerkrankungen und «r die Tnerapie ^ste^der 
LLrarkrankungen, wobei insbasonder. der . 
^.us-Leuktaia-Bffakt (SuXlivan .t 1., ■•"»«"-*«- «0. 
• •?•-»«) au.genutzt verd.n tar*. Die erriudungage^Ben Peptl 
d kLan abenso d«u vervendet warden, 

infektioa. oder .aaligue Krankheitan zu f 
bindande Paptida, di. ap.zifi.=h «r =>• 

Oder fur Tumore aind, in vivo eingesetzt warden. Alternate 
fctnnen T-Zellen a.. Tieran warden, i^e *n*ah 1 „ 

vitro durch Verwendung von Peptidan und geexgneten Wachs 
lu^eolngungan, einachlieBend Cytokine, wia z.B. "terl-^n 
\ ™LieukL 4 Oder Xnterleukin 6 vermehrt und anachlieBend 
; aaT^en zurUckgefuhrt warden. Die erfindung.ge^en 
eptide konnen weiterhin dazu verwend.t warden, .11. 
die duroh T-ZeXX.n angreifbar. totigene exprimxeren, 
eohiieBiich, ohna dar.uf zu ba.chranken. Melanoma, Bru.t- 
krebt Tu»or. virai.n Oraprunga. wie z.B. Burkitt.l^ho., und 
eoiohe Tu-ore, dia durch »en.ehli=hen PapilloMVxru. w« 
zervikalee Karzinom und andere anogenitaie Tumore zu bahan- 
de^Ude, die von ^eXXrezeptor-HoXekUXen oder Antxkor- 
per»olekulen abstain, konnen auoh Sir die gezxeXt. Manipu- 
lation fc.unregulatori.cher Meohanismen aingasetzt werdan, 
Lsbeaondere fur di. Bekaupfung von Autoi-unkrankhaxten und 
Transplantat^atceungan, .owi. Grart-v.r.u.-Bo.t-Re.ktxonen. 
in vivo-verwandungan dar erfind«»,.,e*a0.n Protege zur Pre- 
vention .ehlieoen ihr. verwandung, ohna derauf t.-" 
aein, .1. Paptidvakzine g ,en inf ktiose der maXxgne Krank- 
heitan und Varwendung der in diaaar Erfindung g.sa»meiten 
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Information bezuglich ge ign t r T-Zellepitope zu ihrem Ein- 
bau in alle anderen Arten von Impfstoffen cinschlieBlich 
rekombinante Impfstoffe (cinschlieBlich Viruse wie Vaccinia 
oder Bakterien wie Salmonella oder Mycobacteria) und Protei- 
ne, die durch Verwendung von rekombinanten Bakterien (z.B. 
E.coli) oder anderen Zellen, einschlieSlich Befe-, Insekten- 
Maus- oder menschlichen Zellen hergestellt wurden / mit ein. 

Die Dosierung oder Konzentrationen der erf indungsgemaBe Pep- 
tide konnen durch den Fachmann routinemaBig bestimmt werden. 
Diese konnen in vivo in einem Bereich. von 10 yg bis 1 g er- 
wartet werden. In vitro-Konzentrationen kSnnen in' einem Be- 
reich von 1 Femtomol bis 1 Micromol erwartet werden. Die 
Verabreichung in vivo schlieBt, ohne Bich darauf zu beschran 
ken f einen subkutanen, intramuskularen, intravenosen, intra- 
dennalen und oralen Weg mit ein. 

Vorzugswei6e ist bei der therapeutischen Verwendung ein Pep- 
tid, das einem erf indungsgemaBen Peptidmotiv entspricht, N- 
oder/und C- terminal mit lipophilen bzw. amphiphilen Gruppen, 
insbesondere lipophilen Peptid-Helices kovalent verkntipft. 
Ein Beispiel fiir eine derartige Gruppe ist Tripalmitoyl-S- 
glycerylcysteinyl-serylserin . 

Die Erfindung soli weiter durch die folgenden Beispiele in 
Verbindung mit Figur 1 veranschaulicht werden. 

Es zeigen 

Fig. la ein HPLC-Profil von Material, das mit Anti-K d -Anti- 
korpern aus P815 Lyseat abgetrennt wurde, 

Fig. lb einen vergroBerten Ausschnitt des Chromatogramms 
aus la (Fraktionen 15 - 35), 

Fig. lc eine Rechromatographie des in lb mit einem Pfeil 
gekennzeichneten Selbstpeptids. 
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10 bis 20x10' P815-Tumorzellen (H-2K- ) warden pelletiert und 
30 Minuten mit 250 ml 0,5 % Konidet P40 in Phosphat-gepuf fer- 
ter Salzl6 S ung (PBS) mit 0,1 mmol/1 Phenylmethylsulfonylfluo- 
rid (PMSF) bei 4-C geruhrt. Der tiberstand wurde 5 Minuten bei 
250 g und 30 Minuten bei 150.000 g und 4«C) zentrifugiert und 
dann durch eine adsorptionschromatographische Anordnung ge- 
leitet. Die adsorptionschromatographische Anordnung bestand 
aus drei Saulen ait jeweils einem Bettvolumen von etwa 1 ml. 
DaS Saulenmaterial bestand aus Antikorper-gekoppelten bzw. 
Glycin-gekoppelten Kfigelchen, die aus Bromcyan-aktivierter 
Sepharose 4B (Pharmacia LKB) gemaB dem Protokoll des Herstel- 
lers hergestellt wurden. Als Antikorper vurden jeweils 5 mg 
von tf-spezifischem Antikorper 20-8-4S (ZgG 2a, kappa; 25) 
Oder D*-spezifische AntikSrper B22-249 (IgO 2a, kappa; 26) an 
1 ml der Kfigelchen gekoppelt. Der tiberstand des Zellextrakts 
wurde zunachst durch eine Saule mit Glycin-gekoppelten Kugel- 
chen, dann durch eine entsprechende Saule mit Anti-K* -Kfigel- 
chen und dann fur eine Scheinprazipitation fiber Anti-D*- 
Ktigelchen geleitet. 

Die Kfigelchen wurden aus alien drei Saulen entf ernt und mit 
0,1 % Trifluoressigs&ire fur 15 Minuten verwirbelt (7). Die 
(iberstande wurden durch Vakuumzentrifugation getrocknet und 
durch Reverse Phase HPLC unter Verwendung ciner Superpac Pep 
S Saule (C2/C18; 5 pm Teilchen, 4,0 x 250 mm, Pharmacia LKB) 
und einer Pharmacia LKB-Apparatur abgetrennt (4). Elutions- 
mittel: LSsung A 0,1 % Trif luoressigsaure in H 2 0 (v/v), 
Losung B 0,1 % Trifluoressigsaure in Acetonitril. 
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Fiir di in Figur la und b g zeigt n chromatographischen Tren- 
nungen wurde der folgcnde Gradient verwendet: 
0 bis 5 Minuten, 100 % A 

5 bis 40 Minuten linearer Anstieg auf 60 % B, 

40 bis 45 Minuten 60 % B, 

45 bis 50 Minuten Abnahme auf 0 % B, 

Fluflrate: 1 ml /Minute , FraktionsgrBGe: 1 ml. 

Die einzelnen Fraktionen wurden gesammelt und durch Vakuum- 

zentrifugation getrocknet. 

Figur 1 zeigt die BPLC-Auftrennung von immunprazipitierten 
und Trifluoressigsaure-behandelten K d -Moleklilen . Figur la 
zeigt ein HPLC-Profil von TFA-behandeltem Material, das aus 
P815-Lysat mit Anti-K d (durchgehende linie) bzw. mit Anti-D* 
(gestrichelte Linie) prazipitiert wurde. Zwischen den Frak- 
tionen 20 und 28 wird heterogenes Material in geringen Mengen 
eluiert, bei dem es sich um die gesuchten allelspezifischen 
Peptidgemische handelt. 

Die Fraktionen 20 bis 28 wurden sowohl aus dem K d -Ansatz als 
auch von dem Scheinprazipitat gesammelt. Beide Ansatze wurden 
unter Verwendung der Edman-Abbaumethode automatisch seguen- 
ziert (Edman et al., Eur. J.Biochem. 1: 80-91 (1967)). Der 
Edman-Abbau wurde in einem- Protein Sequencer 477A, ausgestat- 
tet mit einem on-line PTH-AminosSure Analysator 12 OA (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, 94404, USA) durchgef iihrt . Glas- 
faserf ilter wurden mit 1 mg BioPrene Plus beschichtet und 
nicht prazyklisiert. Die Seguenzierung wurde unter Verwendung 
der Standardprogramme BEGIN- 1 und NORMAL- 1 (Applied Biosy- 
stems) durchgef iihrt. Cystein wurde nicht modifiziert und 
konnte deshalb auch nicht nachgewiesen werden. 

Das Edman-V rfahren b inhaltet eine seguenzielle Derivatisie- 
rung und Aminosaurenentfemung vom N-Terminus, von denen jede 
chromatographisch identif iziert wird. Da es ungewShnlich ist, 
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komplex Gemische von P ptiden zu sequenzi ren, werden die 
direkt aus dem Sequenziergerat gewonnenen Daten prasentiert. 
Tabelle la and b zeigen die Brgebni6 S e aus zwei Sequenzie- 
rungsversuchen fiir K<-eluierte Peptide. Tabelle 1c zeigt das 
Seguenzierungsergebnis einer Scheinelution »it Db-spezxfi- 
schen Antikorpem auf P815-Lysaten. Die K--eluicrten Peptide 
haben ein klares AminosKuremuster fur jede Position von 1 bxs 
9 wahrend das scheineluierte Material durchgehend ein 
gleichformiges Aminosauremuster mit einer Abnahme der absolu- 
ten Menge jedes Rests bei jedem Zyklus zeigt. Bei den ¥fi- 
eluierten Peptiden wurden nur die Reste, die mehr als 50 % 
Anstieg in der absoluten Menge im Vergleich mit dem vorhen- 
gen Oder dem vorvorherigen Zyklus zeigten, als significant 
erachtet und unterstrichen. Die erste Position ist schwierig 
zu beurteilen, da es keinen vorherigen Zyklus gibt und fiber- 
dies alle im HPLC-Pool vorhandenen freien Aminosauren an 
dieser Position nachgewiesen werden. Fiir die zweite Position 
ist der einzige Rest, dessen Haufigkeit im Vergleich zum 
vorherigen Zyklus klar erhSht ist, Tyrosin (z.B. Tabelle la 
60,9 pmol auf 875,6 pmol). Der einzige andere Rest, der einen 
(geringen) Anstieg zeigt, ist Phenylalanin, das eine zu Tyr 
ahnliche Seitenkette aufweist. Dies bestatigt die Annahme, 
die aus einem Vergleich des nattirlichen K d -restringierten 
Influenza-Epitops (mit der Sequenz TYQRTRALV) mit anderen K«- 
restringierten Peptiden im Hinblick auf den Tyrosin-Rest an 
Position 2 resultiert. Dagegen gibt es keinen definierten 
Aminosaurerest, der fiir die folgenden Positionen 3 bis 8 
charakteristisch ist. Es werden bis zu 14 unterschiedliche 
Reste in den einzelnen Positionen gefunden. An Position 9 
werden He und Leu gefunden. Es gibt keinen Signalanstieg an 
Position 10, was darauf hindeutet, dafl die meisten K*-gebun- 
denen Selbstpeptide nicht l&nger als 9 Reste sind. Das natUr- 
liche K d -restringiert Inf luenza-Peptid ist somit ein 
Nonap ptid (4). Das Konsensuss quenzmust r, das aus di sen 
Erg bnissen hervorgeht, ist in Tabell lc g zeigt. Am meisten 
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auffallend Bind Tyr an Position 2 und lie oder Leu an 9, 
wahrend an alien anderen Positionen eine grfiBere Anzahl an 
Resten gefunden wird. Bin Vergleich dieses Motivs mit Peptid- 
sequenzen, die K d -restringierte Epitope enthalten, zeigt, daS 
die meisten gut zu dem K d -restringierten Konsensusmonomer- 
Motiv pas sen (Tabelle Id) . 

Der durch einen Pfeil in Fraktion 29 von Figur lb markierte 
Peak und die korrespondierende Fraktion der Scheinprazipita- 
tion wurden unter hSherer Auflosung erneut chromatographies, 
wobei das Fraktion svolumen 0,5 ml betrug (Fig. 1c). Der 
scharfe spezifische Peak stellte ein Peptid mit der Aminosau- 
resequenz SYFPEITHI dar, das durch direkte Seguenzierung be- 
stimmt wurde. Die IdentitSt dieses nattirlichen Zellpeptids 
mit synthetischem SYFPEITHI-Peptid wurde durch Coelution auf 
EPLC bestatigt (Fig. lc). Die Sequenz paBt 2U dem Konsensus- 
motiv aus dem Pool der Fraktionen 20 bis 28 (Fig. la,b), 
wodurch das Vorhandensein eines spezifischen K d -restringier- 
ten Peptidmotivs (Tabelle Id) bestMtigt wird. 
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Tabelle Id 

Das K d -restringierte Peptidniotiv 



Position 



Dominante Ankerreste 



stark 



schwach 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 




Y 


















N 


P 


M 


K 


T 








I 






F 


K 








L 












K 


F 


A 


A 


V 


H 


P 


E 


A 




H 


E 


N 


I 


E 


E 


R 




V 


S 


D 


M 


D 


K 


S 




R 


D 


I 


Y 


E 


V 


V 




S 


E 


L 


V 


Q 


V 


T 




F 


N 


S 


R 


s 


F 






E 




T 


L 




R 






Q 




G 












K 
















H 
















T 













I 

L 



Bekannte Epitope* 



TYORTRALV 
SYFPEITHI 



I 
V 
I 
L 



K 
S 
S 



Y 
Y 
Y 
Y 



R Y 
R Y 



Y 
Y 
Y 



A 

Q 
S 
Q 
L 
L 
Q 
I 
V 



T V 

I L 

T V 

N V 

E K 

K N 

A V 

P S 

P S 



A 
A 
A 

G 
G 
G 
T 
A 
A 



G 

• I 
S 
T 
K 
K 
T 
E 
E 



S 
Y 
S 
Y 
E 
E 
T 
K 
Q 



L 
A 
L 
V 

T L 
T L 
L 
I 
I 



Literatur- 
etelle 
4,29 



Proteinquelle 
Influenza PRB NP 147-154 

SeUMrtTPTfr iri p815 

Influenza JAP EA 523-549 30,31 

Influenza JAP BA 523-549 30,31 

Influenza PR8 BA 518-528 32 

Influenza JAP BA 202-221 30,31 

HLA-A24 170-18233 33 

BLA-Cw3 170-186 34 

P815 Tumor-Antigen 35 
Plaanodium berghei CSP 249-260 36 

Plasncdium yoeli CSP 276-288 37 ' 
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* Peptide, von d n n bekannt 1st, daB .1 * -restringierte T- 
Zellepitope enthalten, warden gemafl ihrer Tyr-Reste xn tJber- 
^InstLung gebracht. Peptide, von denen bekannt ist, daB sxe 
naturlich prozessiert sind, sind onterstrichen. 



p?? e r^ el 2 u , , ... 

Elntion von Peptiden aus X>- and D>-Molekulen 
Detergenz-Lysate aus EL4-Tumorzellen (H-2> , warden mxt K*- 
spezifischen and D> -spezif ischen Antikorpem, wxe xn Bexspxel 
1 beschxieben, immnnprazipitiert . Ale D> -Antikorper wurde 
B22-249 (siehe Beispiel 1) and els * -AntikSrper warde K9-178 
(IgG 2a, K, 27, verwendet. Die von MHC-Molekiilen dxssozxxer- 
ten Peptide warden darch Reverse Phase HPLC aufgetrennt. 
Sowohl *- als aach D» -Material warde mit Profilen eluxert 
die in etwa dem K d -Material aas Beispiel 1 entsprachen, wobex 
jedoch in dem heterogenen Material, das zwischen Praktxonen 
20 and 28 eluierte, gewisse Dnterschiede aaftraten. 

Db-restringiertes Peptidmotiv 

Die vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aas dem D*-Ansatz warden 
seguenziert (Tabelle 2a,b). Die Positionen 2 bis 4 enthxelten 
m ehrere Reste. Dagegen gab Zyklus 5 ein starkes Sxgnal fbr 
Asn. Der vorherrschende Rest an Position 5 der D> -eluxerten 
Selbstpeptide ist somit Asn. Das schwache Signal far Asp wird 
darch Bydrolyse von Asn za Asp anter den Seguenzierungsbedxn- 
gungen verursacht. Die Positionen 6 bis 8 enthielten 5 bxs 14 
unterschiedliche nachweisbare Reste. Position 9 enthxelt exn 
starkes Signal fur Met,, ein mittleres fur lie and ein schwa- 
ches for Lea (alle hydrophob). (Die Bedeatang von Met oder 
lie in einem D> -restringierten Epitop warde bereits berxch- 
tet, siehe 17). An Position 10 war kein Signal, was daraaf 
hindeatet, daB D*-pras ntierte S lbstpeptide Nonapeptide 
sind. Das darch di se Ergebnisse rmittelte Konsensusmotxv 
ist in Tabell 2c g z igt. Bin V rgleich dieses Motive mxt 
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d m natUrlichen D b -restringi rten Peptid und nit anderen 
Peptiden, die &> -restringierte Epitope enthalten, reigt, daB 
Asn an Position 5 ein unveranderlicher Ankerrest des Dfc-re- 
stringierten Peptidmotivs sein Jcann. Die anderen Reste der 

-restringierten Epitope unterscheiden sich erheblich, mit 
Ausnahme von Position 9 (mit Met, He oder Leu), die wie eine 
zweite Ankerposition aussieht. 
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Tabell 2c 

Das D b -restringierte Peptidmotiv 



Position 



Dominant e Ankerreste 



stark 



schwach 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


e 


9 










N 








M 




M 


I 


K 




L 






I 






L 


E 




F 












P 


Q 
















V 


V 










* 


A 


A 


G 


D 




A 


D 


F 


L 


« 


0 




X 




X 




n 




I 


D 








T 


Q 


K 




F 










V 


V 


S 




P 










M 


T 


y 




S 










£ 


y 






T 










C 








V 










E 


















I 


















K 


















P 


















S 









Bekannte Epitope 



ASWEMMBTM 

SGPSNTPPEI 
SGVENPGGYCL 



S A I N N y 



Proteinguelle 
Influenza MP 366-374 154 
Adenovirus ElA 
Lynphozyten Chorianeningitis 
Virus GP 272-293 39 
Simian Virus 40 T 193-211 40 



Literatur- 
stelle 
4,2 
38 
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K b -restringiertes Peptidmotiv 

Die vercinigten Fraktionen 20 bis 28 aus dem K>-Ansatz wurden 
.equenziert (Tabelle 3a,b). Position 3 enthielt ein starkes 
Signal for Tyr und .in schwaches fiir Pro. Position 4 zeigte 
schwache Signale fiir 5 Restc. Starke Signale fiir Phe und fur 
Tyr machen diese beiden Reste an Position 5 vorherrschend. 
Die nachsten beiden Positionen enthielten 5 bzw. 3 Signale. 
Position 8 zeigte ein starkes Signal fiir Leu, ein mittleres 
fiir Met und schwachere fiir lie und Val. Position 9 zeigte 
keinen Anstieg fur irgendeinen Rest, was mit der Lange des 
bekannten tf» -restringierten natiirlicheh Peptide, das ein 
Octamer ist (5), ubereinstimmt . Bine Analyse des Kb- rcs trin- 
gierten Konsensusmotivs und Vergleich mit Epitopen zeigt zwei 
Ankerpositionen: Tyr oder Phe (beide mit ahnlichen aromati- 
schen Seitenketten) an Position 5 und Leu, Met, He oder Val 
(alle mit ahnlichen hydrophoben Seitenketten) an Position 8. 
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Tabelle 3c 

Das K b -restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



1 2 



Position 
3 4 5 6 

F 

Y 



8 
L 



stark 
schwach 



R 
I 
L 
S 
A 



N P 



R 
D 
E 
K 
T 



T 
I 
E 
S 



N 

Q 
K 



M 

I 
V 



Bekannte Epitope 



pffYV yOGL 

SIINFEKL 
APGNYPAL 



Proteinguelle 
Vesicular Stomatitis Virus 

KP 52-59 5 
Ovalbumin 258-276 41 
Sendai Virus NP 321-332 42 



Literatur- 
stelle 



Pftj spiel 3 

HLA-A2.1-restringiertes Peptidmotiv 

Ein Detergenz-Lysat von menschlichen JY-Zellen mit dem HLA- 
A2 . 1-MHC-Molekul (45) vurde mit A2-spezifischen Antik&rpern 
(BB7.2, IgG2b, Literaturstelle 28) immunprazipitiert. Die von 
A2-Molekulen dissoziierten Peptide wurden durch HPLC aufge- 
tr nnt. Es vurden di Fraktionen 20 bis 28 v reinigt und vie 
zuvor beschrieb n s quenziert (Tab lie 4). Die zweite Pos^ 
tion enthielt ein starkes Signal fur Leu und ein mittleres 
fur Met. An den Positionen 3 bis 5 wurden j weils 6 bis 8 
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Reste g funden. Position 6 enthielt Val, L u, lie und Thr. 
Die folgenden zwei Positionen zeigten jeweils 3 Signale. 
Position 9 zeigte ein starkes Val- und ein schwaches Leu- 
Signal. Position 10 zeigte keinen Anstieg fur einen Rest, was 
darauf hinweist, daB A2-restringierte Epitope Nonapeptide 
sind. Leu Oder Met an Position 2 und Val oder Leu an Position 
9 scheinen die Ankerreste zu eein. Einige von bekannten Pep- 
tiden mit A2-restringierten Epitopen kBnnen mit dem Motiv in 
tibereinstimmung gebracht werden, wahrend dies bei anderen nur 
teilweise moglich ist (Tabelle 4c). Die Existenz von mehreren 
Varianten von A2-Molekiilen kann diese schlechte tibereinstim- 
mung einiger Peptide mit dem Motiv verursachen. 
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Tabelle 4c 

Das HLA-A2.1-restringiert6 Peptidmotiv (HLA-A*0201) 



Position 



Dominante Ankerreste 



stark 



schwach 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 




L 














V 




M 




E 




V 




K 










K 












I 




A 


G 


I 


I 


A 


E 


L 


L 




y 


P 


K 


L 


y 


S 




F 




F 


D 


y 


T 


B 






K 




P 


T 


N 










M 




M 




G 










y 




S 




F 










V 




R 




V 


E 









Bekannte Epitope 



ILKEPVHGV 

GILGFVFTL 
ILGFVFTLT 
FLQSRPEPT 
AMQMLKE . . 
PIAPGQMRE 
QMKDCTERQ 



Literatur- 

Proteinquelle stelle 
HIV Reverse Transkriptase 
461-485 43 
Influenza Matruqirotein 57-68 44 
Influenza Matrixprotein 57-68 44 
HTV Gag Protein 446-460 46 
HIV Gag Protein 193-203 46 
HIV Gag Protein 219-233 46 
HIV Gag Protein 418-443 46 
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Tabelle 5 

Das HLA-A*0205-restringierte Peptidmotiv 



a) A* 0205 

Dominante Ankerreste 
Andere 



1 2 



Position 

3 4 5 6 7 8 9 



V Y 

L P 

I F 

Q I 
H 



6 
E 
D 
K 
N 



V 

y 

L 

I 



I 

V 
T 
L 
A 
R 



Q * 



Tabelle 6 

Das B-2Kk -restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



Position 
2 3 4 5 6 7 8 



Stark 



K 
N 

y 



Schwach 



V 
F 



Q L A N T 



I 
L 
F 
P 
H 
T 



6 K 

P H 

T 

V 

F 

S 
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Tab 11 7 

Das H-2K k ■ ' -restringierte Peptidmotiv 

Position 
12345678 

Doxninante Ankerreste 1 

Stark E K 

Schwach Q N P A R 

G Q R Y 
P G K 

M 

P 

Y 



^»^^ * 'I II U All 
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1. 



patentansprttche. 

Verfahren zur Bestimmung von allelepezifischen Peptidmo- 
tiven auf Molekiilen des Major Histocompatibility Complex 
(MHC) der Klassen I oder II/ 

dadurch gekennzeicbnet , 



(a) 



•an , . „, 

durch ZellaufschluB von Zellen, die MHC-Molekiile 

enthalten, einen Zellextrakt erzeugt, 

(b ) MHC-Molekiile mit den darauf befindlichen Peptxdmx- 
schungen durch Immunprazipitation aus dem 
Zellextrakt abtrennt, 

(c) die Peptidmischungen von MHC-Molektilen und 
sonstigen Proteinbestandteilen abtrennt, 

-(d) einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon 
sequenziert, und 

(.) aus den erhaltenen Inf ormationen, insbesondere aus 
der Seguenzierung eines Gemisches, oder aus der 
Seguenzierung einer Reihe von Einzelpeptiden , das 
allelspezifische Peptidmotiv ableitet. 

2 Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man Peptidmotive auf MHC-Molekiilen der Klasse I 
bestimmt . 

3 Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man Peptidmotive auf H-W-, H-2D>-, H-2K* , 

H-2K-" , oder HLA-A*0201 oder A*02 05 -Molekiilen bestimmt. 

4 verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch 9 kenhzeichn t , 
daB man fur die Immunprazipitation Antikorper vervendet, 
die fur MHC-Molekiil spezifisch sind. 
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5. Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man Festphasen-gebundene Antikfirper verwendet. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Abtrennung der Peptidmischungen von MHC- 
Molekttlen und sonstigen Proteinbestandteilen 
chromatographisch erfolgt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Abtrennung liber Reverse Phase-HPLC erfolgt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Abtrennung in einem Trif luoressigsaure/B 2 O-Tri- 
f luoressigs&ure/Acetonitril-Gradienten erfolgt. 

9. Peptidmotiv, erhaltlich durch ein Verfahren nach einem 
der Anspriiche 1 bis 8. 

10. Verwendung eines Peptidmotivs nach Anspruch 9 bei einem 
Verfahren zur Berstellung eines diagnostischen oder 
therapeutischen Mittels. 

11. Verwendung nach Anspruch 10 fUr den diagnostischen Nach- 
weis von MHC-Molekulen. 

12. Verwendung nach Anspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man ein P ptid, das einem Peptidmotiv entspricht, 
mit iner Markierungsgruppe, inisbesondere einer Biotin- 
od r iner Pluoresz nzgruppe koppelt. 
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13. Verwendung nach Anspruch 11 fur die Therapie von StSrun- 
gen des Unnrunsystems oder von Tunorerkrankungen. 

14. Verwendung nach Anspruch 13 fur die Therapie von Autoin,- 
numkrankheiten, TransplantatabstoBungen oder/und Graft- 
versus-Host-Reaktionen . 

15. Verwendung nach Anspruch 10 oder 14, 
dadurch gekennzeichne 
daB ein Peptid, das einem Peptidmotiv entspricht, 
oder/und C-terminal ait lipophilen bzw. amphiphilen 
Gruppen, insbesondere auch lipophilen Peptid Helices 
kovalent verklipft wird. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl die lipophile bzw. amphiphile Gruppe Tripalmitoyl-S- 
glycerylcysteinyl-serylserin ist. 



t 
N- 
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